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桦木 酸 对 环 磷 酰 胺 致 小 鼠 免疫 器 官 氧化 损伤 的 保护 作用 


DER RALI 赵 静 ! 文 利 新 13 BLAZEJ Pozniak4 BRR! HII! Bp 
静 1” 易 金 娥 13” 
(1. 湖 南 农业 大 学 动物 医学 院 ， 长 沙 410128; 2. 长 沙 绿叶 生物 科技 有 限 公 司 ， 长 沙 410125; 


3. 湖 南 冀 禽 安全 生产 协同 创新 中 心 , 长 沙 410128; 4. 弗 罗 茨 瓦 夫 环境 与 生命 科学 大 学 兽医 学 


院 ， 弗 罗 茨 瓦 夫 50-375, 波 兰 ) 


摘 要: 为 了 研究 桦木 酸 (betulinic acid,BA) 对 环 磷 酰 腕 〈cyclophosphamide,Cy) 诱 导 小 鼠 


免疫 器 官 氧 化 损伤 的 影响 。 将 50 只 健康 雄性 昆明 小 鼠 随 机 分 为 组 ， 即 对 照 组 、Cy 组 及 0.05、 


0.50, 5.00 mg/kg BW BA 组 。 对 照 组 和 Cy 组 灌 服 1% 的 可 溶性 淀粉 溶液 ， 其 余 各 组 按 不 同 剂 


量 的 BA 灌 服 ， 连 续 14 d 后 ， 除 对 照 组 注射 生理 盐水 外 ， 其 余 4 组 均 腹腔 注射 Cy (50 mg/kg) 


诱导 氧化 应 激 模型 。 收 集 血清 、 脾 脏 和 胸腺 ， 检 测 血 清 中 谷 丙 转 氨 酶 ALT)、 谷 草 转 氨 酶 


CAST) WER AEA (ALB), 总 蛋白 CTP ) 含量 , 检测 脾脏 和 胸腺 超 氧化 物 歧化 酶 SOD), 


谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 (GSH-Px)、 过 氧化 氢 酶 (CAT) 活性 及 还 原型 谷 胱 甘 肽 《〈GSH)、 两 


二 醋 (MDA) 含量 。 结 果 显 示 : 1) 对 于 体重 ， 对 照 组 与 Cy 组 无 显著 差异 (P>0.05)， 各 剂量 


BA 组 与 Cy 组 无 显著 差异 〈(P>0.05)。2) 与 对 照 组 相 比 ，Cy 极 显著 提高 了 血清 AST、ALT 活 


PE CP<0.05), 105.00 mg/kg BW BA 极 显 著 缓 解 了 这 一 现象 C(P<0.05)。3 ) 与 对 照 组 相 比 ， 


Cy 引起 了 脾脏 指数 和 胸腺 指数 的 显著 降低 (P=0.05)， 而 0.05 mg/kg BW BA 显著 缓解 了 胸 


腺 指数 的 降低 CP<0.05)。4) 与 对 照 组 相 比 ，Cy 组 胸腺 3OD 活 性、 胸腺 CAT 活 性 、 脾 脏 GSH 


含量 显著 或 极 显著 下 降 (P=0.05 或 P<0.01)， 脾 脏 MDA 含 量 极 显 著 升 高 (P=<0.01); 与 Cy 


组 相 比 ，0.50 mg/kg BW BA 组 显著 或 极 显著 提高 了 脾脏 和 胸腺 GSH-Px 和 CAT 活 性 及 脾脏 


GSH 含 量 (P=<0.05 或 P<0.01)， 极 显著 降低 脾脏 MDA 含 量 CP<0.01)， 但 极 显著 降低 了 胸 


腺 SOD 活 性 (P<0.01); 与 Cy 组 相 比 ，5.00 mg/kg BW BA 组 显著 或 极 显 著 提 高 了 脾脏 和 胸 
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腺 GSH-Px 和 CAT 活 性 (P=0.05 或 P=0.01)， 极 显著 降低 脾脏 MDA 含 量 CP<0.01)。 由 此 可 


见 ，BA 能 够 改善 Cy 引 起 的 小 鼠 免疫 器 官 的 氧化 应 激 ， 对 Cy 诱 导 的 氧化 损伤 有 预防 性 的 保护 
作用 。 
KER: HERR: ORK: 免疫 器 官 ， 氧 化 应 激 


中 图 分 类 号 : $816.7 


自然 界 的 很 多 天 然 活性 物质 能 调控 机 体 的 氧化 应 激 和 免疫 反应 , 保障 机 体 细胞 内 外 环境 


的 稳定 和 生理 机 能 正常 。 桦 木 酸 (betulinic acid,BA) 是 一 种 植物 源 性 五 环 三 蒿 类 物质 , 广泛 


存在 于 植物 界 , 己 有 大 量 文章 报道 许多 种 属 的 植物 中 均 有 BAM。BA 对 正常 细胞 或 机 体 具 有 


保护 作 月 


BBL, BA 对 小 鼠 的 细胞 免疫 、 体 液 免 疫 和 非特 异 免疫 功能 有 显著 的 增强 作用 3。 此 外 ， 


BA 


Re 


FLUI 


HD Ccyclophosphamide,Cy) 为 烷 化 剂 类 抗 肿瘤 药 。 它 既是 广 谱 抗 肿瘤 药 ， 又 是 目 


前 应 用 的 各 种 免疫 抑制 剂 中 作用 最 强 、 应 用 最 多 的 药物 之 一 中 1。 但 Cy RIENE A aN 


=r 


昌 ， 该 保护 作用 可 能 与 抗 氧化 应 激 和 提高 机 体 免 疫 力 有 关中。 研究 发 现 ，BA 能 激活 


小 鼠 腹 腔 巨 咽 细 胞 ， 提 高 其 天 哈 能 力 和 能 量 代谢 水 平 ， 增 强 机 体 抗 氧化 能 力 申 ， 进 一 步 


3 


共有 极 低 的 毒性 ， 当 剂量 高 达 500 mg/kg IY, ARA HMA RAPERA, E 
证 实 了 BA 可 以 作为 抗 氧 化 剂 和 免疫 调节 剂 , 在 动物 健康 养殖 方面 具有 广阔 的 应 用 前 景 罗 


o 


il 


脱发 、 白 细胞 减少 和 致 畸 等 副作用 四。 研究 表明 ，Cy 能 够 降低 小 鼠 淋 巴 细胞 数 ， 使 脾脏 和 


淋巴 结 中 工 淋 巴 细胞 CD25+、CD41 数 量 和 百分比 显著 减少 外 ， 表 现 出 强大 的 免疫 抑制 作用 
因此 ，Cy 常用 作 免 疫 抑制 模型 的 建立 加。 同时 ，Cy 可 促进 组 织 氧化 ， 释 放 更 多 的 自由 基 ， 


导致 氧化 损伤 名， 也 被 用 作 和 氧化 应 激 模 型 的 建立 中 。BA 是 否 对 Cy 引起 的 免疫 器 官 氧化 性 
损伤 进而 导致 的 免疫 抑制 具有 改善 或 保护 作用 ， 还 未 见报 道 。 本 试验 采用 腹腔 注射 Cy 诱导 


小 鼠 免 疫 器 官 氧化 应 激 模型 ， 研 究 BA 对 Cy 导致 免疫 抑制 的 影响 ， 旨 在 为 BA 的 临床 应 月 
提供 理论 基础 。 
1 材料 与 方法 
1.1 试验 试剂 


燥 处 备用 ) 为 原料 ， 从 白桦 树 皮 中 提取 桦木 醇 ， 经 琼斯 试剂 氧化 制备 中 间 产 物 桦木 酮 酸 后 


用 硼 氧 化 钠 还 原 合 成 BA， 具体 步骤 按 参 考 文 献 [11]， 高 效 液 相 色 谱 APLC) 测定 BA 纯度 


’ 


H 


BA: 以 白桦 树 皮 《〈2016 年 春季 收集 于 吉林 省 长 春 市 ， 经 60 C 烘 干 后 贮藏 在 黑暗 、 干 
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50 ”为 96.53%。Cy: 江苏 恒 瑞 医药 股份 有 限 公 司 生 产 。 


51 谷 丙 转氨酶 CLT) AEAN CAST) 活性 及 总 蛋白 〈TP)、 白 蛋白 (ALB) 含量 测 


52 ” 定 试 剂 使 以 及 BS-200 全 自动 生化 分 析 仪 均 为 深圳 迈 瑞生 物 医疗 电子 股份 有 限 公司 产品 ， 超 


53 ”氧化 物 歧化 酶 (SOD )、 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 CGSH-Px). it SUK A (CAT) 活性 及 还 原 


54 AAS HCET IK (GSH). ARE (MDA) 含量 测定 试剂 盒 均 购 自 南 京 建成 生物 工程 研究 所 。 


55 1.2 试验 动物 与 饲料 


56 50 只 健康 雄性 昆明 小 鼠 ，4 周 龄 ， 无 特定 病原 体 〈SPF) 级 ， 体 质量 为 (20+2) go 4 
57 ” 料 为 小 鼠 普 通 育 成 料 , 由 湖南 斯 莱克 景 达 试验 动物 有 限 公 司 提供 , 其 主要 原料 是 小 麦 、 玉 米 、 


i 


58 ”豆油 、 获 皮 、 豆 粕 、 鱼 粉 、 麦 芽 糊 精 、 酵 母 、 草 粉 和 预 混 料 ， 主 要 营养 水 平 〈 风 干 基础 ) 如 


59 F: 粗 蛋 白质 CCP) 20.50%. FAAS CEE) 4.62%、 钙 (Ca) 1.23%, BE (P) 0.91%, HMA 


60 R (Lys) 1.30%、 和 蛋氨酸 + 半 胱 氨 酸 (MettCys) 0.68%. 


61 1.3 ”试验 方法 


62 将 50 只 健康 昆明 小 鼠 放 置 在 21~25 ‘C、 相 对 湿度 为 50%~70% 的 饲养 房 中 饲养 1 周 后 ， 


63 ”随机 分 为 5 组， 即 对 照 组 、Cy 组 及 0.05、0.50、5.00 mg/kg BW BA 组 。 将 BA 混 悬 于 1% 的 


64 ”可 溶性 淀粉 溶液 中 , 按 0.01 mL/g BW HER, 对 照 组 和 Cy 组 给 予 等 量 的 1% 可 溶性 淀粉 溶液 ， 


65 ”1 次 /d， 连 续 灌 骨 14 d。 除 对 照 组 外 ， 其 余 各 组 小 鼠 第 15 天 开始 连续 2 d 腹腔 注射 Cy, E 


66 ” 立 氧 化 应 激 模 型 ， 对照 组 注射 等 量 的 生理 盐水 。 禁 食 16h〈 自 由 饮水 ) 后， 眼眶 采血 扑 杀 ， 


67 ”室温 静止 2h，3 000 r/min 离心 10 min， 收 集 血清 用 于 检测 生化 指标 。 无 菌 取 脾 脏 和 胸腺 ， 


68 ” 称 重 ， 计 算 免 疫 器 官 指数 ， 公 式 如 下 : 
69 免疫 器 官 指数 = 免疫 器 官 /体重 。 
70 脾脏 和 胸腺 与 预 冷 生理 盐水 的 质量 体积 比 为 1 : 9 制 成 10% 组 织 匀 浆 ，3 000 r/min 离心 


71 ”15 min， 收 集 上 清 液 -80 CI, HTM SOD, CAT, GSH-Px 活性 及 GSH. MDA 含量 。 


72 1.4 检测 指标 


73 用 全 自动 生化 分 析 仪 检测 血清 中 ALT 和 AST 的 活性 、TP 和 ALB 的 含量 。 脾 脏 和 胸腺 


74 SOD 活性 采用 黄 嗓 叭 氧 化 酶 法 测定 ;， 脾脏 和 胸腺 GSH-Px 活性 采用 二 硫 代 二 硝 基 茶 甲 酸 


75 (DTNB) 法 测定 ; 脾脏 和 胸腺 MDA 含量 采用 硫 代 巴 比 受 酸 显 色 法 测定 ， 脾脏 和 胸腺 GSH 


76 ”含量 采用 DTNB 法 测定 ; 脾脏 和 胸腺 CAT 活性 采用 钼 酸 铵 比 色 法 测定 .SOD 、CAT、GSH-Px 


77 ”活性 及 MDA、GSH 含量 的 检测 均 按 试剂 盒 说 明 书 严格 操作 。 


78 ”1.5 数据 统计 分 析 


79 采用 SPSS 17.0 对 数据 进行 统计 分 析 ， 采 用 one-way ANOVA 程序 进行 方差 分 析 ， 两 两 


80 ”比较 采用 ¢ 检验 ， 结 果 以 平均 值 + 标准 差 表 示 ， 采 用 P<0.05 为 差异 具有 统计 学 意义 。 


81 2 结 果 


82 2.1 体重 


83 BA 持续 灌 骨 14 d， 小 鼠 未 见 明显 异常 ， 同 时 也 没有 发 生 伤 亡 现 象 ， 这 说 明 BA 对 小 鼠 


84 ”没有 明显 的 毒性 作用 。 由 表 1 可 见 , 与 对 照 组 相 比 ，Cy 组 小 鼠 体重 没有 显著 变化 CP>0.05 ); 


85 ”与 Cy 组 相 比 ， 各 剂量 BA 组 小 鼠 体 重 无 显著 变化 (P>0.05)。 


86 表 1 ”桦木 酸 对 环 磷 酰 胺 致 氧化 应 激 小 鼠 体重 的 影响 
87 Table 1 Effects of betulinic acid on BW of oxidative stressed mice induced by Cy g 
组 别 Groups 
项 目 Item ee 
对 照 Control Cy 0.05 mg/kg BW BA 0.50 mg/kg BW BA 5.00 mg/kg BW BA 
体重 BW 37.50+1.11 37.15+0.88 37.4441 .42 37.49+2.30 36.28+1.06 
88 与 对 照 组 比较 ，a 表示 差异 显著 〈P<0.05)，b 表示 差异 极 显著 (P<0.01); 与 Cy 组 比较 ，c 表示 差异 


89 ”显著 (P<0.05)，d 表示 差异 极 显著 (P<0.01)。 下 表 同 。 
90 Compared with control group, aindicated significant difference (P<0.05), and b indicated extremely 
91 significant difference (P<0.01) ; compared with Cy group, c indicated significant difference (P<0.05), and d 


92 indicated extremely significant difference (P<0.01) . The same as below. 


93 22 清 生 化 指标 


94 由 表 2、 表 3 可 见 , 与 对 照 组 相 比 , Cy 组 的 血清 AST 和 ALT 活性 极 显 著 升 高 (P<0.01)， 
95 1 清 ALB 和 TP 含量 基本 没有 变化 CP>0.05)。 与 Cy 组 对 比 , 5.00 mg/kg BW BA 组 血清 ALT 


96 ”和 AST 的 活性 极 显 著 降 低 (P<0.01)， 而 ALB 和 TP 含量 则 无 显著 变化 (P>0.05)。 


97 表 2 ”桦木 酸 对 环 盔 酰 胺 致 氧化 应 激 小 鼠 血 清 酶 活性 的 影响 
98 Table 2 Effects of betulinic acid on serum enzyme activities of oxidative stressed mice induced by Cy U/L 


组 别 Groups 


项 目 Items 
对 照 Control Cy 0.05 mg/kg BW BA 0.50 mg/kg BW BA 5.00 mg/kg BW BA 
BA AME ALT 54.76+10.30 75.97 £24.86? 59.47+£17.63 59.47+17.63 55.85+6.10¢ 
谷 草 转 氨 酶 AST 195.70 士 40.93 251.64 +64.70° 207.00+31.81 201.32 +22.98 185.83 427.154 
99 K3 HERRITA ORE EA L E A J E AY 


4 


100 Table 3 Effects of betulinic acid on serum protein contents of oxidative stressed mice induced by Cy g/L 
组 别 Groups 
项 目 Items 
对 照 Control Cy 0.05 mg/kg BW BA 0.50 mg/kg BWBA 5.00mg/kg BW BA 

AEA ALB 32.22+2.91 32.02 +1.77 33.63 土 1.51 31.65 士 2.09 32.71 士 1.78 
总 蛋白 TP 64.76 士 4.17 64.23 +3.54 68.22 +2.9 64.57 +£3.88 64.22 +3.53 

101 23 免疫 器 官 指数 

102 由 表 4 可见， 与 对 照 组 相 比 ，Cy 组 小 鼠 脾 脏 指数 和 胸腺 指数 显著 下 降 (P<0.05),， 说 明 

103 Cy 导致 免疫 器 官 萎缩 。 与 Cy 组 相 比 ， 除 0.05 mg/kg BW BA 组 胸腺 指数 显著 提高 CP<0.05 ) 

104 ”外 ， 各 剂量 BA 组 免疫 器 官 指数 有 提高 趋势 ， 但 差异 不 显著 (P>0.05)。 

105 RA ”桦木 酸 对 环 盔 酰 胺 致 氧化 应 激 小 鼠 免 疫 器 官 指 数 的 影响 

106 Table 4 Effects of betulinic acid on immune organ indexes of oxidative stressed mice induced by Cy 


项 目 Items 


组 别 Groups 


对 照 Control Cy 0.05 mg/kg BW BA 0.50 mg/kg BW BA 5.00 mg/kg BW BA 
脾脏 指数 Spleen index 0.42+0.21 0.27+0.032 0.32+0.18 0.31+0.03 0.30+0.08 
胸腺 指数 Thymus index 0.27+0.05 0.21+0.03" 0.25+0.05° 0.22+0.06 0.24+0.04 

107 ”2.4 脾脏 和 胸腺 的 SOD 活性 
108 HÆ 5 可 见 , 与 对 照 组 相 比 ，Cy 组 胸腺 SOD 活性 极 显著 降低 CP<0.01)， 而 脾脏 SOD 
109 ”活性 无 显著 变化 (P>0.05)。 与 Cy 组 相 比 , 各 剂量 BA 组 胸腺 SOD 活性 下 降 ,， 且 0.50 mg/kg 
110 BWBA 组 变化 极 显 著 (P=0.01)， 而 脾脏 SOD 活性 无 显著 变化 〈P>0.05 )。 
111 BES ”桦木 酸 对 环 磷 酰 胺 致 氧化 应 激 小 鼠 脾 脏 和 胸腺 中 SOD 活 性 的 影响 
112 Table 5 Effects of betulinic acid on SOD activity in spleen and thymus of oxidative stressed mice induced by Cy 
113 U/mg prot 

组 别 Groups 


项 目 Items 


对 照 Control Cy 0.05 mg/kg BW BA 0.50 mg/kg BW BA 5.00 mg/kg BW BA 
脾脏 Spleen 88.00+7.30 89.71410.21 92.29+7.44 89.2546.97 88.85+5.91 
胸腺 Thymus 563.90+56.56 399.33+47.65° 397.29469.53 285.60+35.844 343.25+48.23 


114 ”2.5 脾脏 和 胸腺 GSH 含量 

115 表 6 可见， 与 对 照 组 相 比 ，Cy 组 脾脏 GSH 含量 显著 下 降 CP<0.05)， 而 0.50 mg/kg 
116 BW BA 组 极 显著 高 于 Cy 组 (P=<0.01)。 这 说 明 Cy 通过 降低 小 鼠 脾 脏 中 GSH 含量 引起 氧 
117 ”化 损伤 ， 而 适当 剂量 BA 处 理 能 增强 脾脏 GSH 含量 ， 从 而 提高 其 抗 氧 化 损伤 的 能 

118 表 6， 桦 木 酸 对 环 磷 酰胺 致 氧化 应 激 小 鼠 脾 脏 和 胸腺 中 GSH 含 量 的 影响 

119 Table 6 Effects ofbetulinic acid on GSH content in spleen and thymus of oxidative stressed mice induced by Cy 


5 


120 u mol/L 
Ss 组 别 Groups 
项 目 Items 
对 照 Control Cy 0.05mg/kg BWBA 0.50 mg/kg BW BA 5.00 mg/kg BW BA 
脾脏 Spleen 26.58+6.3 1 17.36+4.923 16.68+3.55 26.34+3.714 17.92+2.27 
胸腺 Thymus 6.72+1.52 7.58+1.69 7.8940.66 6.75+1.46 7.26+0.18 


121 


122 


123 


124 


125 


126 


127 


128 


项 目 Items 


2.6 ”脾脏 和 胸腺 GSH-Px 活性 


Ji 


由 表 7 可 见 ， 与 对 照 组 相 比 ，Cy 组 脾脏 和 胸腺 GSH-Px 没有 发 生 显著 改变 〈P>0.05 )。 


(P<0.05 或 P<0.01)。 这 说 明 BA 可 以 通过 增强 脾脏 和 胸腺 GSH-Px 354 


的 作用 。 


表 7 桦木 酸 对 环 磷 酰 胺 致 氧化 应 激 小 鼠 脾 脏 和 胸腺 中 GSH-Px 活 性 的 影响 


与 Cy 组 相 比 ，0.50 和 5.00 mg/kg BW BA 组 脾脏 和 胸腺 内 GSH-Px 活性 显著 或 极 显著 升 高 


来 起 到 抗 氧 化 损伤 


Table7 Effects of betulinic acid on GSH-Px activity in spleen and thymus of oxidative stressed mice 


对 照 Control 


0.50 mg/kg BW BA 


5.00 mg/kg BW BA 


脾脏 Spleen 
胸腺 Thymus 


224.79+10.79 
492.61+92.05 


induced by Cy U/mg prot 
组 别 Groups 
Cy 0.05 mg/kg BW BA 
218.31+12.44 212.91+10.88 
552.50+114.80 579 .38+49.33 


294.32+19.344 
668.98+76.94° 


297.13+7.52% 
891.05+141.934 


129 2.7 脾脏 和 胸腺 CAT 活性 

130 HÆ 8 可 见 ， 与 对 照 组 相 比 ，Cy 组 脾脏 和 胸腺 中 CAT 活性 下 降 ， 且 在 胸腺 中 差异 极 显 

131 & (P<0.01). 与 Cy 组 相 比 ，0.50 和 5.00 BW mg/kg BW BA 组 脾脏 和 胸腺 CAT 活性 显著 

132 ”或 极 显著 提高 (P<0.01 或 P<0.05)。 这 表明 BA 能 改善 Cy 诱导 后 的 小 鼠 脾 脏 和 胸腺 CAT 

133 ”活性 ， 改 善 其 抗 氧化 损伤 的 能 力 ， 对 免疫 器 官 起 到 一 定 保护 作用 。 

134 表 8 ”桦木 酸 对 环 磷 酰 胺 致 氧化 应 激 小 鼠 脾 胜 和 胸腺 中 CAT 活 性 的 影响 

135 Table 8 Effects of betulinic acid on CAT activity in spleen and thymus of oxidative stressed mice induced 

136 by Cy U/mg prot 

组 别 Groups 
项 目 Items 
对 照 Control Cy 0.05 mg/kg BW BA 0.50 mg/kgBWBA 5.00 mg/kg BW BA 

脾脏 Spleen 98.12+9.97 93.73£10.93 103.76+9.68 113.10+9.31% 108.71+8.02° 
胸腺 Thymus 83.18+7.10 35.2244.90° 33.17+11.22 103.77+10.194 74.11+17.324 


137 


138 


2.8 ”脾脏 和 胸腺 MDA 含 


4 


由 表 9 可 见 ， 与 对 照 组 相 比 ，Cy 组 脾脏 MDA 含量 极 显 著 升 高 (P=<0.01)。 与 Cy 组 相 


139 ” 比 ， 各 剂量 BA 组 脾脏 MDA 含量 均 极 显著 降低 CP<0.01). AAA MDA 含量 变化 与 脾脏 


140 相同, 但 变化 不 显著 (P>0.05)。 这 表明 BA 可 以 通过 降低 脂 质 过 氧化 来 缓解 Cy 对 小 鼠 免 疫 
141 ”器 官 的 氧化 损伤 。 


142 表 9 ”桦木 酸 对 环 磷 酰 胺 致 氧化 应 激 小 鼠 脾 胜 和 胸腺 中 MDA 含 量 的 影响 
143 Table9 Effects of betulinic acid on MDA content in spleen and thymus of oxidative stressed mice induced 
144 byCy =e mol/L 


组 别 Groups 


项 目 Items 和 和 和 
对 照 Control Cy 0.05 mg/kg BWBA 0.50mg/kg BW BA 5.00 mg/kg BW BA 

脾脏 Spleen 19.5542.78 26.13+2.90° 18.20+1.95¢ 17.8543.414 19.94+3.904 

胸腺 Thymus 21.70+ 6.09 24.9145.66 20.4042.08 22.48+1.97 18.19+4.66 


145 3 wt 论 


146 Cy 是 目前 常用 的 一 种 烷 化 剂 类 抗 肿 瘤 药 物 和 细胞 毒性 药物 ， 在 体外 无 活性 ， 进 入 体内 
147 ”被 磷 酰 胺 酶 或 磷酸 酶 水 解 ， 转 化 为 有 活性 的 磷 酰 胺 氮 芥 ， 与 DNA 发 生 交叉 联结 ,抑制 DNA 
148 ”的 合成 ,降低 DNA 的 含量 ， 从 而 影响 机 体 的 免疫 水 平王 鸭 。Cy 作为 免疫 抑制 剂 可 抑制 各 种 
149 ”动物 的 体液 和 细胞 免疫 应 答 03。 周 华 等 09 研 究 证 明 ，Cy 可 使 肠 黏 膜 Peyer's 结 内 细胞 数量 


150 “和 CD3+、 免 疫 球 蛋白 A 阳性 〈IgA+) 细胞 减少 ， 而 细胞 凋 亡 增强 ， 说 明 Cy AWA Sah 


151 。 膜 免 疫 障 碍 。 董 晓 芳 等 0 研究 发 现 ， 肉 仔鸡 Cy 处 理 后 1 4d， 法 氏 夺 指数 、B 淋巴 细胞 增殖 


152 AEH. ERB PASTA 18 和 脾脏 、 法 氏 吉 中 干扰 素 y 的 mRNA 表达 量 显著 降低 。 王 光 
153 ”等 研究 也 表明 ， 超 剂量 Cy 可 严重 损伤 脾 组 织 ， 并 认为 这 种 脾 损 伤 可 能 与 体内 的 氧化 与 抗 
154 ”氧化 平衡 被 打破 有 关 。 本 研究 发 现 ， 腹 腔 注射 大 剂量 Cy 后 ， 和 免疫 器 官 中 的 抗 氧化 酶 类 (如 


155 SOD, GSH-Px 和 CAT) 活性 和 GSH 含量 大 大 降低 ，MDA 含量 增加 。 这 说 明 超 剂量 使 用 


156 Cy 后 ， 抗 氧化 酶 类 被 大 量 消耗 ， 氧 化 还 原平 衡 被 打破 ， 引 起 脂 质 过 氧化 ， 造 成 淋巴 细胞 损 


157 i, 最终 导 致 氧化 应 激 。 本 研究 发 现 ，Cy 处 理 后 血清 中 AST 和 ALT 活性 极 显 著 升 高 ， 说 


158 ” 明 在 氧化 应 激 的 状态 下 , 小 鼠 的 肝脏 受到 了 损伤 。 本 试验 还 发 现 Cy 引起 免疫 器 官 指数 降低 ， 
159 导致 免疫 器 官 萎缩 ， 说 明 Cy 引起 免疫 器 官 氧化 性 损伤 ， 进 而 导致 免疫 抑制 。 
160 BA 属于 植物 源 性 五 环 三 藻类 物质 ， 具 有 抗 炎 、 抗 氧化 应 激 和 提高 机 体 免疫 力 等 多 种 生 
161 ” 物 活 性 0131。 体外 研究 发 现 ，BA 可 抑制 肿瘤 坏死 因子 引起 的 人 脐 静 脉 内 皮 细 胞 活性 氧 含量 增 
162 ”加 ， 达 到 保护 血管 的 作用 0 四。 体内 研究 表明 ，BA 通过 改善 肝脏 组 织 中 的 氧化 还 原 体系 ， 保 
163 ” 护 抗 氧化 系统 ， 降 低 脂 质 过 氧化 作用 ， 对 酒精 诱导 肝脏 损伤 有 预防 性 的 保护 作用 B09。 本 试 
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164 SZ RAHL, BA 处 理 后 ， 显 著 降 低 了 血清 中 AST 和 ALT 的 活性 , 说 明 BA 对 Cy 引起 的 肝 


165 ” 脏 损 伤 具 有 保护 作用 。BA 处 理 后 极 显著 缓解 了 Cy 所 致 脾脏 GSH-Px, CAT 活性 和 GSH 含 


166 量 的 降低 ， 极 显著 减低 了 脾脏 MDA 的 含量 ， 显 著 或 极 显著 提高 了 胸腺 GSH-Px 和 CAT 活 


167 TE, IH BA 对 Cy 引起 的 淋巴 免疫 器 官 氧化 损伤 具有 保护 作用 。BA 的 保护 作用 可 能 与 


168 ” 壬 的 抗 氧 化 性 有 关 ， 通 过 提高 抗 氧化 酶 类 的 活性 ， 降 低 脂 质 过 氧化 物 的 生成 ， 缓 解 Cy 引起 


169 ”的 氧化 应 激 。 另 据 研究 报道 ，BA 抑制 角 叉 菜 胶 诱导 胸膜 炎 小 鼠 的 足 扑 组织 中 髓 过 氧化 物 酶 


170 ”的 活性 ， 其 抑制 率 为 50.5%， 增 加 足 爪 组 织 GSH-Px 和 和 谷 胱 甘 肽 还 原 酶 的 活性 PC3]， 说 明 BA 


171 ”通过 抑制 炎 性 细胞 温润 ,提高 机 体 抗 氧化 能 力 ， 从 而 达到 抗 炎 提 高 机 体 免 疫 力 的 作用 ， 本 试 


172 ” 验 结 果 与 此 相似 。 值 得 注意 的 是 ，0.50 mg/kg BW BA 组 胸腺 SOD 活性 极 显 著 低 于 Cy 组 ， 


173 XWH BA 不 能 通过 调节 SOD 活性 来 缓解 Cy 对 小 鼠 免疫 器 官 造成 的 氧化 损伤 。 本 课题 组 


174 ”前 期 研究 发 现 ，BA 处 理 后 能 显著 提高 地 塞 米 松 诱导 氧化 损伤 小 鼠 淋 巴 细 胞 SOD HEMI, 


175 ”本 试验 结果 与 此 不 一 致 ， 可 能 是 诱导 氧化 应 激 的 药物 不 一 样 所 致 。 此 外 ，BA 对 Cy 致 免疫 


176 器 官 氧化 损伤 的 保护 作用 可 能 与 提高 机 体 的 免疫 力 相关 。 本 研究 发 现 ，BA 能 够 增强 免疫 低 
177 “下 小 鼠 免疫 应 答 能 力 ， 减 轻 Cy 造成 的 胸腺 萎缩 ， 对 免疫 器 官 指数 具有 显著 的 修复 作用 。 本 
178 ”课题 组 前 期 研究 也 发 现 ，BA 增强 淋巴 细胞 活性 和 改变 T 淋巴 细胞 、B 淋巴 细胞 的 数目 或 亚 


179 ” 群 ， 从 而 提高 机 体 的 细胞 免疫 中 。 这 说 明 BA 提高 抗 氧化 酶 的 活性 ， 减 少 细 胞 内 过 氧化 物 ， 


180 ”降低 脂 质 过 氧化 , 保护 机 体 免 受 自 由 基 的 损伤 ， 通过 提高 机 体 的 抗 氧化 能 力 ， 从 而 提高 机 体 


181 ”的 免疫 力 ， 证 实 了 BA 的 免疫 调节 作用 有 赖 于 抗 氧化 应 激 能 力 的 发 挥 。BA 具体 的 抗 氧化 应 


〇 ”182 ” 激 机 制 尚 有 待 于 进一步 研究 。 


183 4 结 论 


rH 


184 BA 通过 提高 小 鼠 免 疫 器 官 CAT, GSH-Px 活性 和 GSH 含量 、 降 低 MDA 含量 ， 改 


185 Cy 引起 的 小 鼠 免疫 器 官 的 氧化 应 激 ， 对 Cy 诱导 的 氧化 损伤 有 预防 性 的 保护 作用 。 
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Protective Effects of Betulinic Acid on Immune Organs of Oxidative Damage Mice Induced by 
Cyclophosphamide 
YI Xianglian! ZHU Lijuan!?* ZHAO Jing! WEN Lixin’? BLAZEJ Pozniak* LUO 
Chenxi! HUANG Shuxian! WU Jing! YI Jine!” 
(1. College of Veterinary Medicine, Hunan Agricultural University, Changsha 410128, China; 2. 
Changsha Lvye Bio-Technology Co., Ltd., Changsha 410125, China; 3. Hunan 
Co-Innovation Center of Livestock Production Safety, Changsha 410128, China; 4. Faculty of 
Veterinary Medicine, Wroctaw University of Environmental and Life Sciences, Wroclaw 
50-375, Poland) 

Abstract: The objective of this research was to evaluate the effects of betulinic acid (BA) on 
immune organs of oxidative damaged mice induced by cyclophosphamide (Cy) . Fifty male 
healthy Kunming mice were randomly divided into 5 groups, which were control group, Cy group, 
and 0.05, 0.50 and 5.00 mg/kg BW BA groups. Control and Cy groups were administered orally 
with 1% starch solution, and the other groups were administered orally with different doses of BA 
for 14 days. Except control group, mice in the other groups were intraperitoneal injected Cy at the 
dosage of 50 mg/kg BW to set up oxidative damage model. Serum, spleen and thymus of mice 
were collected. Activities of alanine aminotransferase (ALT) and aspartate transaminase (AST), 
and contents of total protein (TP) and albumin (ALB) in serum, as well as activities of superoxide 
dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GSH-Px) and catalast (CAT), and contents of 
glutathione (GSH) and malondialdehyde (MDA) in spleen and thymus were determined. The 
results showed as follows: 1) about body weight, control group and Cy group had no significant 
difference (P>0.05), and BA groups had no significant difference with Cy group (P>0.05). 2) 
Compared with control group, Cy significantly increased serum AST and ALT activities (P<0.05), 


and 0.05 mg/kg BW BA significantly relieved the effects of Cy (P < 0.05). 3 ) Compared with 
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control group, Cy significantly decreased thymus index (P<0.05), and 0.05 mg/kg BW BA 
significantly relieved the effects of Cy (P < 0.05). 4 ) Compared with control group, Cy 
significantly decreased SOD and CAT activities in thymus, and GSH content in spleen (P<0.05 or P 
<0.01) , significantly increased spleen MDA content (P<0.01); compared with Cy group, 

0.05 mg/kg BW BA group had significantly higher GSH-Px and CAT activities in spleen and 
thymus (P<0.05 or P<0.01) , and significantly lower MDA content in spleen (P<0.01) , but had 
significantly lower SOD activity in thymus (P=0.01); compared with Cy group, 5.00 mg/kg BW 
BA group had significantly higher GSH-Px and CAT activities in spleen and thymus (P<0.05 or P 
<0.01) , and significantly lower MDA content in spleen (P<0.01) . The results suggest that BA can 
effectively improve oxidative stress of immune organs and shows preventive protection of 
oxidative damage in mice induced by Cy. 


Key words: _ betulinic acid; cyclophosphamide; immune organ; oxidative stress 
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